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Изучены производные спектров поглощения гиперицина и спиртовых извлече-
ний из травы зверобоя (Herba Hyperici) с различным содержанием гиперицина. При 
помощи производных спектров поглощения 1-4 порядков обнаружены два дополни-
тельных, два скрытых и один замаскированный максимумы поглощения гиперицина 
в видимой области спектра. Обосновано применение производных спектров погло-
щения 1-4 порядков для идентификации гиперицина, содержащегося в спиртовых 
извлечениях из травы зверобоя.
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ВВЕДЕНИЕ
При фитохимическом анализе лекар-
ственного растительного сырья (ЛРС) для 
идентификации и количественного опре-
деления биологически активных веществ 
(БАВ), как правило, используются два и 
более различных аналитических метода 
(исключение – хроматографические ме-
тоды) [1]. Например, для идентификации 
флавоноидов в траве зверобоя продыряв-
ленного и зверобоя четырехгранного при-
меняют метод тонкослойной хроматогра-
фии, а для количественного определения 
суммы флавоноидов в пересчете на рутин 
– фотометрический метод [2]. Сведение 
качественного и количественного анализа 
действующих веществ ЛРС в один метод 
приводит к упрощению методик, повыше-
нию объективности, экспрессности, селек-
тивности анализа и сокращению расхода 
реактивов.
Для количественного определения 
БАВ в траве зверобоя широко использует-
ся фотометрический метод [3-6]. Однако 
указанный метод имеет ряд существен-
ных недостатков. В частности, примене-
ние прямой спектрофотометрии в види-
мой области спектра для идентификации 
природных соединений ограничено ввиду 
многокомпонентности и сложности хими-
ческого состава ЛРС. Данный недостаток 
можно устранить при помощи произво-
дной спектрофотометрии в видимой обла-
сти спектра [7].
К основным преимуществам произ-
водной спектрофотометрии относятся: 
возможность более четкого определения 
значений длин волн, соответствующих 
максимумам поглощения определяемых 
веществ; повышение селективности ме-
тода за счет сужения полос поглощения; 
уменьшение влияния фонового сигнала. 
Производная спектрофотометрия позволя-
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ет определять вещества, поглощаемые при 
близких длинах волн и в условиях наложе-
ния спектров поглощения друг на друга, 
увеличивает резкость сигналов, повышает 
чувствительность определения для зама-
скированных или слабых полос поглоще-
ния [8, 9].
Трава зверобоя обладает широким 
спектром фармакологической активности 
и применяется для лечения и профилакти-
ки депрессивных состояний. Одной из ос-
новных групп действующих веществ тра-
вы зверобоя, заготовленной от двух видов 
растений, являются конденсированные 
антраценпроизводные, в частности гипе-
рицин и его предшественники [10]. Ана-
литически важным свойством гиперицина 
и извлечений, содержащих данное веще-
ство, является насыщенная красно-бурая 
окраска, обусловленная сопряжением про-
стых хромофоров в молекуле природного 
соединения и сдвигом максимумов погло-
щения в видимую область (400-780 нм) 
спектра [11].
Целью настоящей работы является из-
учение производных спектров поглощения 
гиперицина 1-4 порядков и обоснование 
возможности их применения для иденти-
фикации гиперицина в спиртовых извле-
чениях из травы зверобоя.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В качестве объекта исследования ис-
пользовали необмолоченную траву зве-
робоя, обмолоченные стебли, цветки и 
листья (размер частиц сырья 500 мкм). 
Таким образом, в ходе исследования 
использовали образцы растений с раз-
личным содержанием гиперицина. ЛРС 
заготавливали от двух видов лекарствен-
ных растений (зверобой продырявлен-
ный и зверобой четырехгранный, сем. 
Зверобойные) в 2009 году в местах есте-
ственного произрастания в окрестностях 
г. Витебска. Сырье подвергли воздушно-
теневой сушке. Процесс извлечения про-
водили на термостатируемой ультразву-
ковой ванне ПСБ – 2835 – 05М (диапазон 
температур от 15 до 90oС). Для проведе-
ния экстракции использовали следую-
щие растворители: спирт этиловый 96% 
(ч.д.а.) и воду высокоочищенную «Milli-
Q». Экстракцию гиперицина из сырья 
зверобоя проводили при помощи 70% 
спирта, так как согласно новым данным 
именно указанный экстрагент рекомен-
дуется для экстракции производных ан-
трацена из травы зверобоя [6].
Измерения оптической плотности 
спиртовых извлечений проводили на ре-
гистрирующем спектрофотометре Spe-
cord – 250 («Analityk Jena», Германия). 
Производные спектров поглощения 
первого, второго, третьего и четвертого 
порядков получали с помощью встроен-
ного программного обеспечения. Для по-
строения производных первого и второго 
порядков использовали компромиссный 
9-точечный фильтр, сочетающий хоро-
шие сглаживающие свойства и высокое 
разрешение пиков, что дает возможность 
получить наглядный спектр. Для постро-
ения производных третьего и четверто-
го порядков использовали 25-точечный 
фильтр, обладающий хорошими сглажи-
вающими свойствами и низким разре-
шением. В данном случае 25-точечный 
фильтр позволяет избежать получения 
спектров, перегруженных избыточным 
количеством пиков. Коэффициент для 
расчета второй производной – 462. Шаг 
дифференцирования – 0,5.
Спектр поглощения гиперицина, взя-
того в качестве стандартного спектра, 
записывали при помощи фотодиоднома-
тричного детектора G1315B жидкостного 
хроматографа Agilent 1100 по методике 
[12]. Программное обеспечение, которым 
снабжен хроматограф Agilent 1100, по-
зволяет представлять спектр поглощения 
не только в графической, но и в форме 
таблицы (длина волны, оптическая плот-
ность). Обработку спектра поглощения и 
построение нормированных производных 
спектров поглощения гиперицина различ-
ных порядков проводили при помощи про-
граммы Microsoft Excel 2007. 
Осуществляли сопоставление хрома-
тограмм, полученных для препаратов зве-
робоя [12] и травы зверобоя, записанных в 
одних и тех же условиях. Для повышения 
достоверности идентификации исполь-
зовали сравнение хроматограмм, зареги-
стрированных в нескольких составах под-
вижных фаз. Для подтверждения того, что 
хроматографический пик принадлежит 
одному веществу (гиперицину), провели 
тест на спектральную чистоту хроматогра-
фического пика (фактор чистоты должен 
быть более 99%). Спектральная чистота 
рассматриваемого пика на хроматограмме 
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составила более 99%, при этом времена 
удерживания и спектры поглощения гипе-
рицина, приведенные в литературе, совпа-
ли с этими же параметрами на хромато-
граммах исследуемых образцов зверобоя.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рисунке 1 (см. с. 34-35) представ-
лены спектры поглощения гиперицина и 
спиртовых извлечений из обмолоченных 
стеблей зверобоя, необмолоченной травы 
зверобоя, обмолоченных цветков и ли-
стьев зверобоя в видимой области и их 
производные первого, второго, третьего и 
четвертого порядков.
Спектр поглощения гиперицина ну-
левого порядка содержит два основных 
максимума поглощения в области 548 и 
590 нм. Основные максимумы поглоще-
ния гиперицина хорошо проявляются на 
нулевых спектрах поглощения всех изуча-
емых спиртовых извлечений. При иссле-
довании производной спектра поглощения 
гиперицина первого порядка обнаружены 
дополнительные максимумы поглощения 
при длинах волн 535 и 574 нм. Дополни-
тельные максимумы поглощения также 
содержатся на производных спектрах по-
глощения первого порядка всех исследуе-
мых спиртовых извлечений.
При построении производной спектра 
поглощения гиперицина второго порядка 
обнаружен скрытый максимум при длине 
волны 510 нм, который характерен также 
и для исследуемых извлечений. При этом 
достаточно четко прослеживается высокое 
разрешение пяти пиков с максимумами 
поглощения в области 510, 535, 548, 574 и 
590 нм. Высокое разрешение пиков пред-
полагает расположение двух соседних 
максимумов на расстоянии не менее 2 нм 
друг от друга. После двукратного диффе-
ренцирования пик сохраняет свою форму, 
становится уже.
Исследование третьей производной 
показало наличие замаскированного мак-
симума при длине волны 558 нм. При из-
учении четвертой производной обнаружен 
скрытый максимум при длине волны 605 
нм. Данные максимумы поглощения так-
же обнаруживаются на производных спек-
трах поглощения третьего и четвертого 
порядков всех спиртовых извлечений.
При использовании четвертой произ-
водной наблюдается хорошее разрешение 
семи пиков: двух основных (максиму-
мы поглощения в области 548 и 590 нм), 
двух дополнительных (535 и 574 нм), двух 
скрытых (510 и 605 нм) и одного замаски-
рованного (558 нм). Пики еще более су-
жаются, приобретают правильную форму. 
Наиболее наглядным для идентификации, 
хорошо сглаженным и с достаточно вы-
соким разрешением пиков является про-
изводный спектр поглощения четвертого 
порядка. При этом основные максимумы 
поглощения гиперицина (при длинах волн 
548 и 590 нм) проявляются на произво-
дных спектрах поглощения спиртовых из-
влечений первого, второго, третьего и чет-
вертого порядков, что дает возможность 
их использования при идентификации 
гиперицина в спиртовых извлечениях из 
сырья зверобоя с различным содержанием 
изучаемого соединения.
При изучении производных спектров 
поглощения спиртовых извлечений из тра-
вы зверобоя выявлены тонкие структуры 
спектров поглощения, принадлежащие 
гиперицину. Выявленные полосы погло-
щения позволяют повысить достоверность 
идентификации гиперицина в спиртовых 
извлечениях из сырья зверобоя. На спек-
трах поглощения исследуемых спиртовых 
извлечений были обнаружены максиму-
мы поглощения, принадлежащие другим 
активным компонентам травы зверобоя 
(предположительно, гиперфорину, флаво-
ноидам, псевдогиперицину).
ВЫВОДЫ
При помощи производных спектров 
поглощения первого, второго, третьего и 
четвертого порядков установлены четкие 
значения длин волн, соответствующие 
максимумам поглощения гиперицина. В 
результате повышения резкости сигна-
лов обнаружены два дополнительных, два 
скрытых и один замаскированный макси-
мумы поглощения гиперицина в видимой 
области спектра. Обосновано использо-
вание производных спектров поглощения 
различного порядка для идентификации 
гиперицина, содержащегося в спиртовых 
извлечениях из травы зверобоя с различ-
ным содержанием исследуемого компо-
нента. Производная спектрофотомерия 
позволяет повысить наглядность анали-
тической информации, содержащейся в 
спектре поглощения гиперицина.
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SUMMARY
D.V. Moiseev, R.I. Lukashov
IDENTIFICATION OF HYPERICIN IN 
ALCOHOL EXTRACTS FROM A ST. 
JOHN’S WORT BY THE DERIVATIVE 
SPECTROPHOTOMETRY
Derivative spectra of absorption of hy-
pericin and alcoholic extracts from a St. John’s 
wort (Herba Hyperici) with different contents 
of hypericin are investigated. Two additional, 
two hidden and one masked maxima of ab-
sorption of hypericin in the visible area spec-
trum are revealed by derivative spectra of 
absorption of the 1-4 usages. Application of 
derivative spectra of absorption of the 1-4 us-
ages for identi cation of hypericin, contain-
ing in alcohol extraction from St. John’s wort 
is proved.
Keywords: derivative spectrophotome-
try, identi cation, alcohol extracts, St. John’s 
wort, hypericin
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